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論 文 内 容 要 旨          
 第１章 序論 
ドーパミンやグルタミン酸などの神経伝達物質を可視化、つまりイメージングする技術
は、脳の機能解明、創薬研究、および疾患の治療等において非常に重要である。特に、ド
ーパミンは脳内において運動や学習といった機能、パーキンソン病などの神経変性疾患の
発症機構に深く関連しており、脳内の神経伝達物質の分布や伝達経路を可視化することは、
脳機能の理解や神経変性疾患の治療法の確立に繋がる。様々なイメージング手法の中でも、
化学反応を電気化学シグナルに置き換える「電気化学的イメージング手法」は、細胞に対
して非侵襲かつ高い定量性を併せ持つという、従来の蛍光顕微鏡を用いる手法よりも優れ
た特徴を有するため、神経細胞組織の評価に向けて様々な電気化学イメージング手法の開
発や実用化が進められている。既往研究において報告されてきた電気化学イメージングデ
バイスは、1つの測定電極に対して 1本の配線を要するため、センサ部以外の電極面積が膨
大になり、デバイス上に多数の測定点の配置が困難なことから解像度に限界があるため、
高解像度かつリアルタイム測定が可能な電気化学イメージングデバイスの開発が求められ
ている。そこで、当研究室で開発した集積回路(LSI)と電気化学センサを融合した新規電気
化学イメージングセンサ(Bio-LSI)を用いた神経伝達物質の可視化を検討した。Bio-LSIは高
感度(最高 ~100 nM)・高解像度(センサ数:400、センサ間隔:250 μm)・リアルタイム計測(最
高 1 ms)が可能であり、有望なバイオセンシングデバイである。 
第 2章 2次元培養した細胞の評価 
細胞アッセイは生物学および医学的応用において重要であり、特に、単一細胞解析では
細胞一つ一つの特性を評価できるため注目されている。単一細胞解析において、電気化学
的手法は非常に有効な手段であり、リアルタイムかつ定量的な解析が可能である。その中
でも、微小電極はエキソサイトーシスや呼吸活性、細胞遊走性など、幅広い細胞解析が可
能である。初めに Bio-LSIの基礎的な検討として、ヒト乳腺癌細胞(MCF-7)の接着性を網羅
的に評価した。その結果、電極上に 1個、2個もしくは 3個以上の細胞において電流値の差
が見られた。このことから、Bio-LSIは単一細胞レベルで細胞の接着性評価が可能であるこ
とが示された。さらに、薬剤(Triton X-100)による細胞剥離の影響を評価することに成功した。
次に、神経細胞から放出される神経伝達物質を評価するために、神経様細胞であるラット
副腎褐色細胞腫(PC12)を Bio-LSI の電極上に神経分化誘導培地中で培養した。その結果、
PC12の突起進展が確認された。一方で、長期培養により電極や集積回路基板がダメージを
受けたため、神経様細胞を用いた神経伝達物質の放出の評価は困難であった。これらの事
から、Bio-LSIは単一細胞レベルで細胞接着性を評価するのに十分な分析ツールであること
が示唆されたが、神経様細胞の評価などの長期培養を必要とする研究には改善が必要であ
ることが明らかになった。 
 
第 3章 3次元培養した神経様細胞塊の評価 
 細胞の 3 次元培養は細胞同士の接着や密度を制御することが可能なため、細胞機能を
高めることや、ES細胞の分化誘導を促進することが知られている。第 3章では 3次元培養
した神経様細胞から放出される神経伝達物質の評価を行った。従来の神経細胞から放出さ
れたドーパミンを計測する手法は主に高速液体クロマトグラフィ(HPLC)が用いられてきた
が、この手法ではサンプリングを必要としているため、リアルタイムイメージングが困難
であり、データ取得までに 30 分程度時間を要する。そこで、Bio-LSI を用いた電気化学イ
メージングを行うことで、神経伝達物質の迅速な評価を試みた。Bio-LSI上で神経様細胞塊
を刺激し、神経様細胞塊から放出されたドーパミンを各電極上で酸化することで、イメー
ジングを行った。その結果、神経様細胞塊のサイズとドーパミン放出量に線形関係が確認
できた。さらに、L-DOPA や Reserpine を用いて薬剤に対する応答の評価を行った結果、そ
れぞれドーパミンの放出量の増加もしくは減少が確認でき、この結果は従来の HPLC を用
いた測定結果と同じ傾向を示した。本評価手法を用いることにより 30秒程度でドーパミン
放出量を評価できるため、従来の HPLC を用いた評価手法と比べ、非常に迅速な神経細胞
の評価が可能になった。 
第 4章 くし型 Bio-LSIを用いた神経伝達物質の評価 
実際の脳スライスなどの生体組織では神経伝達物質以外にアスコルビン酸などの酸化還
元活性種が含まれている。そのため、これまでの一定電位を印加して測定する場合では、
アスコルビン酸およびドーパミンを同電位で酸化・計測し、シグナルが重複するため、選
択的な検出が必要であった。レドックスサイクル誘導可能な電気化学デバイスであるくし
型電極を用いることで、アスコルビン酸存在下でのドーパミンの選択的検出例が報告され
ている。これまで、レドックスサイクルを誘導可能かつイメージング取得可能なデバイス
が報告されている。しかし、この方法ではイメージ取得速度が遅く(30 s以上)より、神経伝
達物質の放出のような比較的短い時間での細胞応答を評価するのに適していない。そこで、
Bio-LSIとアレイ化したくし型電極（IDEA）を組み合わせることにより、レドックスサイク
ル誘導可能な高時間分解能電気化学イメージングデバイスの開発を行った。初めに 180 個
のくし型電極がアレイ化した 180 IDEA-Bio-LSI を作製し、可逆性酸化還元物質である
FcCH2OH を用いて増幅率の基礎評価を行った。その結果、レドックスサイクルが誘導可能で
あることが確認され、増幅率および捕捉率はどれもシミュレーションと比較して同程度の値であ
ったため、デバイス設計・作製は適切であることが示された。また、アスコルビン酸存在下にお
いてもドーパミンを選択的に検出可能なことを確認した。次に、より高密度で電気化学イメー
ジングを可能にするため 360個のくし型電極から成る 360 IDEA-Bio-LSIの開発を行った。
このデバイスにより、FcCH2OH の拡散の様子や、アスコルビン酸存在下での神経様細胞塊
から放出されるドーパミンの放出挙動のイメージングに成功した。以上より、くし型電極と
Bio-LSIの融合により、迅速かつ選択的なドーパミンのイメージングに成功した。 
第 5章 酵素修飾 Bio-LSIを用いた神経伝達物質の二項目同時検出 
神経伝達物質の一つであるドーパミンの放出量は、脳の機能やパーキンソン病などの神
経変性疾患に深く関連しているため、その評価・研究が盛んに行われている。同じように
神経伝達物質の一つであるグルタミン酸は、脳内で遍在的に産生される主要な神経伝達物
質である。 グルタミン酸は、長期増強およびシナプス形成および維持などの重要な役割を
果たし、中枢神経系のグルタミン酸濃度を調節することは、毒性や細胞死を誘発するため
に必要とされている。一方、グルタミン酸濃度の低下は長期増強や神経可塑性を低下させ
る可能性がある。また、ドーパミンは、グルタミン酸過剰刺激のシナプス後効果を防止す
ることにより、虚血または音響外傷の間にシナプスを保護すると考えられている。したが
って、ドーパミンとグルタミン酸は密接に関連しており、これらの関係を詳細に明らかに
するために、選択的かつ同時にイメージングを可能にする技術が必要である。 
そこで本研究では、代表的な神経伝達物質であるドーパミンおよびグルタミン酸の選択
的および同時イメージングのために、酵素を修飾した Bio-LSIデバイスを開発した。ドーパ
ミンはドーパミン検出電極で直接、電気化学的に酸化することによって検出した。一方で
グルタミン酸はグルタミン酸オキシダーゼ/西洋ワサビペルオキシダーゼ(GluOx/HRP)およ
び Os polymer修飾電極を用いて、GluOxおよび HRPの酵素反応および Os polymerの酸化反
応を介して、電極上で還元反応を行うことでグルタミン酸を検出した。この Os polymerの
修飾はチェック状に電解析出することにより、右図のようなデバイス構造を得た。この酵
素修飾 Bio-LSIと Electrochemicolor imaging技術を組み合わせることにより、2種類の神経伝
達物質の選択的かつ同時イメージングを試みた。その結果、ドーパミン及びグルタミン酸
を定量的かつ選択的に検出することに成功した。さらに、これらの神経伝達物質を投入し
た時の選択的かつ同時イメージングにも成功した。本酵素修飾 Bio-LSIに用いる酵素は、ア
スコルビン酸のアスコルビン酸オキシダーゼ、グルコースのグルコースオキシダーゼ、お
よびアセチルコリンのアセチルコリンエステラーゼ/コリンオキシダーゼなどの他の酵素を
用いることによって、他の生体分子を選択的かつ同時にイメージングすることも可能であ
る。したがって、本酵素修飾 Bio-LSIは脳内における様々な神経伝達物質の関連性の解明に
貢献できる。 
【第 6章 総括】 
本論文では Bio-LSIを用いた 2次元培養または 3次元培養した神経様細胞から放出される
神経伝達物質のイメージングを検討した。さらに、第 2世代 Bio-LSIの特性を活かし、レド
ックスサイクル誘導可能な電気化学イメージングデバイスや、選択的な酵素修飾を施すこ
とによる 2 種類の神経伝達物質の同時イメージングデバイスの開発を行った。以上の研究
により、脳スライス等の生体組織を対象とするドーパミンやグルタミン酸等の神経伝達物
質のイメージングに資する電気化学イメージングデバイスの開発に成功した。 
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論文審査結果の要旨 
 
 本論文は、CMOS 型集積回路と電気化学センサを融合した電気化学イメージングセンサ（Bio-LSI）を用いた神経
伝達物質のイメージングを目的としたものである。特に、電気化学イメージングによる神経伝達物質産生細胞から
放出された神経伝達物質の定量的評価や Bio-LSI の改良による神経伝達物質の選択的イメージングの実証および優
位性を論じている。 
 
 本論文は6章から構成されている。 
第1章の序論では、分析対象である神経細胞や神経伝達物質に関し概説し、研究の重要性を述べている。さらに、
本論文において中心的に用いている電気化学センサや、Bio-LSIを含む電極アレイデバイスについて研究背景および
その重要性を述べている。 
 第2章では、Bio-LSI上で細胞を培養した細胞の評価した結果ついて述べている。細胞の接着性や接着性に対する
薬剤応答の電気化学的な評価に成功した。 
 第 3 章では、Bio-LSI を用い、3 次元培養した神経様細胞（神経様細胞塊）の評価した結果ついて述べている。神
経様細胞塊を刺激後、放出された神経伝達物質を電極上で検出することで、迅速かつ定量的な神経様細胞塊の評価
に成功した。さらに、薬剤に対する放出量の増減を定量的に評価することに成功した。 
 第4章では、シグナル増幅（レドックスサイクル）の誘導が可能なくし型電極をBio-LSI上にアレイ化したデバイ
スの開発とその特性に関して述べている。くし型電極とBio-LSIの融合により、酸化電極におけるシグナル増幅や神
経伝達物質の選択的な高速イメージングに成功した。さらに、可逆的酸化還元物質の拡散や、アスコルビン酸存在
下での神経様細胞塊から放出される神経伝達物質のイメージングを実証した。 
 第5章では、Bio-LSIの任意の電極上に、アニオン性高分子膜や、グルタミン酸オキシダーゼ・西洋わさびペルオ
キシダーゼ・オスミウム錯体ポリマーを修飾することにより、ドーパミンおよびグルタミン酸の選択的かつ２項目
同時イメージングした結果について述べている。ドーパミンは電極での直接酸化、グルタミン酸は 2 つの酵素およ
びオスミウム金属錯体を介して検出している。この酵素修飾Bio-LSIと多項目同時イメージング技術を組み合わせる
ことで、神経伝達物質の定量的かつ選択的評価・イメージングを達成した。 
 第6章では、本研究を総括し、今後の展望を示した。 
 
 以上のように、本論文は、神経細胞から放出される神経伝達物質を集積回路型電気化学イメージングセンサによ
り評価した研究成果、および集積回路型電気化学イメージングセンサの改良による神経伝達物質の選択的・多項目
イメージングに関する研究成果に関して記載したものである。本研究で得られた技術・知見は、神経伝達物質を対
象とする電気化学イメージングセンサの発展へ貢献が大いに期待でき、環境生命化学および神経機能科学の発展に
寄与するところが少なくない。 
 
 よって，本論文は博士(学術)の学位論文として合格と認める。 
 
    
 
 
